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1 Uvod

Lidé produkuji a vyuzivaji velké mnozstvi chemickych latek, které se pak dostavaji
do vodniho prostfedi. Nékteré z téchto polutantli vodniho prostiedi mohou negativné
narusovat vyvoj a funkce endokrinniho systému, a proto se fadi do kategorie tzv.
endokrinnich disruptorti. Pfitomnost endokrinnich disruptori ve vodnim prostiedi

predstavuje velké riziko pro vodni organismy.

Jednou z fyziologickych signalnich drah, ktera mtize byt narusena vnéjsimi faktory,
je osa hypothalamus-hypofyza-stitna zlaza (HPT). Nékteré polutanty prostiedi mohou byt
v kompetici s ptirodnimi thyroidnimi hormony o vazebnd mista na thyroidnich
receptorech, pies které je signalizovani HPT osy zprostfedkovano, a tudiz vykazovat tzv.
thyroidni nebo anti-thyroidni aktivitu.

Hormony stitné zlazy maji diilezitou funkci béhem nitrodélozniho vyvoje a kratce po
narozeni pusobi zvlasté na vyvoj mozku. Jejich funkce je dulezita i pro metabolismus,
protoze reguluji pfeménu latek a spotiebu kysliku ve vétsiné tkani a Gcastni se mnoha
dalSich procest.

Cilem této prace bylo provedeni prvniho monitoringu vyskytu (anti-)thyroidnich
aktivit in vitro v extraktech z pasivnich vzorkovadt z povrchové vody na tizemi Ceské
republiky a identifikovani rizikovych lokalit vyskytu (anti-)thyroidnich aktivit.

Pro detekci (anti-)thyroidnich aktivit na 21 lokalitach po celé Ceské republice byl
pouzit in vitro biotest (anti-) TRB-CALUX.



2 Literarni prehled

2.1 Stitna Zlaza

Stitnd zlaza (glandula thyreoidea) se fadi k nejvyznamngj$im Zlazam s vnitini
sekreci. Stitna Zlaza je zavisla na piisunu jédu potravou nebo vodou. Jod je z krve aktivné
vychytavan jodidovou pumpou jako anorganicka stl (jodid draselny nebo jodid sodny)
(Trojan a kol., 2003).

Stitn4 Zlaza je uloZena v oblasti hrtanu. Jeji tvar je podkovity a &leni se na dva laloky,
které jsou spojené na dolnim okraji mistkem. Obsahuje dva pary pfistitnych tclisek, které
jsou umisténé na zadni strang. Ukolem téchto télisek je regulovat hladinu vapniku v téle
(Vavrova, 2012). Stitna 7laza mize mit riznou velikost, ktera je zavisla na fadé faktord
(rasa, v€k, zasobeni organismu jodem a selenem a jin¢) (Jiskra, 2011). Hmotnost §titné
zlazy u dospélého ¢loveéka je piiblizné 15-20 g. Sklada se z folikull, které maji sténu
tvofenou folikularnimi buiikami (tyreocyty). Folikuly jsou vyplnény tekutinou neboli
koloidem (Trojan a kol., 2003).

Stitna Zlaza ryb je rozdilna od lidské predevsim v tom, Ze mize mit folikuly §titné
zlazy v jinych organech, nez je oblast hrtanu. Folikuly jsou u vétSiny kostnatych ryb
(Teleostei) rozptyleny v hlavové ¢asti (v okoli hrtanu), ale mnoho druhii ryb z tohoto
nadifadu ma folikuly S$titné zladzy rozptylené 1 v télové Casti, konkrétné¢ v ledvinach,
gonadach a jatrech (Norris, 2007; Geven a kol., 2007). Tyto folikuly v hlavové a télové
¢asti spolu komunikuji, ale u nékterych druhii ryb (naptiklad kapr obecny) jsou folikuly
Stitné zlazy aktivni pouze Vv urc€ité tkani, napiiklad v ledvinach (Geven a kol., 2007). Na
Obr. & 1 je nazorna ukazka rozptylené struktury $titné zlazy u ryb. Stitna Zlaza ¥idi

metabolismus pomoci hormonti (2.1.1), které sama produkuje.
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Obr. ¢. 1 Rozptylena struktura $titné Zlazy u ryb (Norris, 2007)

2.1.1 Hormony S§titné Zlazy

Mezi hormony §titné zlazy patii tyroxin (tetrajodthyronin) a jeho bioaktivni forma
trijodthyronin (Obr. ¢. 2). Tyto hormony fidi energetickou homeostazu navySovanim
bazalniho metabolismu pisobenim na syntézu proteint a metabolismus sacharidi
(Shiizaki a kol., 2010). Dale jsou dulezité pro dusevni stav a pro mnoho fyziologickych
procest jako remodelace kosti a srde¢ni funkce (Brent, 2012). Hormony $titné Zlazy jsou
dilezité pro vyvoj €lovéka hned po narozeni, protoze plisobi mimo jiné na vyvoj mozku
(Trojan a kol., 2003).

Hormony S§titné Zlazy a jejich metabolity jako jediné v téle obsahuji jod (Hulbert,
2000). Tvorba tyroxinu a trijodthyroninu je zavisla na ptisunu jodu potravou nebo vodou

(Trojan a kol., 2003).

Tyroxin je hlavni hormon produkovany stitnou zlazou. Stitnd Zliza denné
vyprodukuje zhruba 80 pg tyroxinu (Springer, 2010). Tyroxin stimuluje metabolické
procesy véetné oxidaci, tim zvySuje naroky na energeticky substrat. Dalsi jeho vlastnosti
je, ze zesiluje ucinek adrenalinu (Trojan a kol., 2003). Po vstupu do krevniho ob¢hu se

navaze na transportni proteiny, kterymi jsou: albumin, globulin a transthyretin znamy
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také jako prealbumin. Nasledné je tyroxin témito proteiny transportovan do cilovych
bun¢k po celém téle (Trojan a kol., 2003; Collet a kol., 2019; Pappa a kol., 2015). Ve
tkanich se pfeménuje za pomoci enzymu monodejodaza na G¢inn&jsi trijodthyronin.
V ptipadé, ze je trijodthyroninu dostatecné mnozstvi, tak se tyroxin pfeméfuje na
reverzni trijodthyronin, ktery je méné biologicky u¢inny (Trojan a kol., 2003).

Trijodthyronin je aktivni intracelularni hormon, ktery se s vysokou afinitou vaze na
thyroidni receptory. Receptory pro trijodthyronin vazi hormon v jadie, mohou vazat i
tyroxin, ale snizsi afinitou (Ganong, 2005). Afinita trijodthyroninu k thyroidnim
receptorim je deseti az dvacetinasobné vyssi nez u tyroxinu (DeVito a kol., 1999;
Shiizaki a kol., 2010). Trijodthyronin vznika z tyroxinu po odstépeni jedné molekuly
jodu. K odstépeni dochdzi pomoci enzymt, které se nazyvaji dejodazy. Pro funkci
dejodaz je nutny prisun selenu, ktery se do téla dostava potravou (zdrojem selenu je maso,
vnitinosti, moi'ské ryby, ofechy a ¢esnek). V lidském téle se trijodthyroninu denné€ vytvori
ptiblizné 20 pg (Springer, 2010; Jiskra, 2011).

Tyroxin a trijodthyronin jsou v krvi vazané na bilkovinach. Ve volné form¢ se
vyskytuji v desetinach procent (0,4 % tyroxin a 0,4 % trijodthyronin). V této formé jsou
fyziologicky u¢inné. Hladina hormont $titné zlazy se v krvi pohybuje kolem 1,8 nmol x

I trijodthyroninu a 100 nmol x I tyroxinu (Trojan a kol., 2003).

CH, = CH - C - OH
NH, O

3, 5, 3, 5" - tetrajodtyronin (tyroxin T,)

“°@ t>“ op-g-o1

3, 5, 3'- trijodtyronin (Ta)

Obr. €. 2 Struktura tyroxinu a trijodthyroninu (Trojan a kol., 2003)
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Zakladnim kamenem pro tvorbu hormoni §titné zlazy je dostate¢ny ptisun jodu do
tyreocytll. Do téla jod prichazi potravou a vodou ve form¢ jodidu. Jodid se ve stievé
redukuje na jodidovy ion a z prevazné ¢asti (priblizné 90 %) je vstieban v tenkém stieve.
Mnozstvi piijatého jodu pro spravnou funkci stitné zlazy u dospélého Clovéka by mélo
byt alespoii kolem 150-200 pg na den (Liillmann, 2004; Zamrazil a Cefovska, 2014).
Celkova koncentrace jodu v krvi je piiblizné 40-80 pg x I, V ptipadé Ze je pifjem jodu
vyrovnany, tak je ho asi 90 % vylouceno moci. Stolici se vylouci ptiblizné 10-30 pg za
den. Potem se ho mize za normalnich podminek vylouéit az 40 pg za den (Zamrazil a
Cefovska, 2014).

Nastup t¢inku hormont §titné zlazy je v fadu hodin az dnd. Jejich uéinek pak
pretrvavd dny az tydny. Doba vyluCovani hormonii §titné zldzy zavisi na rychlosti
odbouravani enzymy, které jsou piitomny v krvi a na rychlosti degradace komplexu

hormon-receptor v burice (Trojan a kol., 2003).

Odhaduje se, ze metabolismus pracuje ptiblizné s 90 g tyroxinu za den, ze kterych se
80 % pieméni na trijodthyronin a zbylych 20 % se Zluc¢i pfevazné pieméni na konjugat a
vylou¢i ztéla (Talwar a Srivastava, 2006). Ve stolici zdravého Clovéka se naléza
koncentrace konjugovaného tyroxinu 1,03 + 0,64 nmol x g, zatimco mnoZstvi
nekonjugované¢ho tyroxinu vylouc¢eného moéi je piiblizné 1,41 pg za den a
trijodthyroninu je to piiblizné 0,63 ug za den (Faber a kol., 1981). Hormony §titné Zlazy
jsou lidmi vylucovany do kanaliza¢nich siti a nasledné se dostavaji na Cistirny odpadnich
vod. Predpoklada se, ze se mohou pfes Cistirny odpadnich vod dostat az do povrchovych

vod.
2.1.2 Osa hypothalamus-hypofyza-stitna Zlaza

Osa hypothalamus-hypofyza-stitna Zlaza (HPT) je nepostradatelna zpétnovazebna a
regulacni osa v lidském téle. Divodem je nezbytna tvorba hormon §titné zlazy (tyroxin
a trijodthyronin). Pro spravnou funkci a rust téla je velmi dilezité udrzovat stalou hladinu
hormont §titné zlazy (Trojan a kol., 2003).

Prvni sloZzkou HPT osy je hypothalamus, ktery je soucasti mezimozku a je tvoren
velkym mnoZstvim jader, kterd jsou vzajemné propojena mezi sebou a okolnim nervovym
systémem. V hypothalamu se vytvaii hormon tyreoliberin, coz je hormon, jehoz ukolem
je zvySovat hladinu hormont v hypofyze (Bouckova, 2012). Tyreoliberin se vlivem

vnéjsich podnétl (jako jsou napriklad teplota a stres) uvoliuje z hypothalamu a dostava
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do hypofyzy. Hypothalamus je shypofyzou spojen tzv. portalnimi hypofyzarnimi
cévami. Hypofyza (glandula pituitaria) je rozdélena na dvé casti, které jsou spolu
propojeny. Prvni ¢asti je pfedni lalok zvany adenohypofyza, ktery produkuje tropni
hormony. Druhou ¢ésti je zadni lalok hypofyzy zvany neurohypofyza (Trojan a kol.,
2003). V adenohypofyze tyreoliberin plisobi na tzv. tyreotropni buiky a vyvola
uvolnovani tyreotropinu, ktery poté pasobi na bunky stitné zlazy (Ortiga-Carvalho a kol.,
2014; Roelfsema a kol., 2017). Sekrece tyreotropinu je Caste¢né regulovana inhibi¢ni
zpétnou vazbou, ktera je spusténa poté co se v krvi zvysi hladina hormont §titné Zlazy
(Ganong, 2005). Pfi inhibi¢ni zpétné vazbé se v hypofyze vytvaieji hormony somatostatin
a dopamin, které maji silny inhibi¢ni ucinek na vylucovani tyreotropinu (Roelfsema a
kol., 2017; Ortiga-Carvalho a kol., 2014).

Tyreotropin se sklada za a B podjednotky, navaze se na bunky S$titné zlazy a
stimuluje je k tomu, aby prostiednictvim jodidové pumpy, ktera se nachazi na bunééné
membrané vychytavaly jod, ktery koluje v krvi. Jod pak slouZzi k tvorbé hormoni $titné
zlazy, tyroxinu a trijodthyroninu (Dohan a kol., 2003; Chiamolera a Wondisford, 2009;
Springer, 2010).

2.1.3 Thyroidni receptory

Receptory hormont §titné zlazy patfi mezi jaderné receptory, které po navazani
trijodthyroninu spoustéji genovou expresi. Jsou schopné vazat jak thyroidni hormony, tak
i sekvence DNA v promotorové oblasti cilovych gent, kde mohou pusobit vzajemné
s represory a koaktivatory (Yen a kol., 2006; Latham a Kkol., 1976). Receptory hormont
Stitné zlazy bez ligandu migruji mezi cytosolem a jadrem (Maruvada a kol., 2003) poté
co se navaze ligand na receptor, tak tento komplex putuje do jadra (Cao a kol., 2009).
V mitochondriich hormony §titné Zlazy stimuluji energeticky metabolismus (Trojan a
kol., 2003).

Thyroidni receptory jsou kddovany geny TRo a TR. Jednotlivé receptory se 1isi
afinitou k trijodthyroninu a expresi v riznych tkanich. Exprese zminénych gent vede ve
vysledku ke vzniku péti izoforem thyroidnich receptori (TRal, TRa2, TRB1, TRp2,
TRPB3) (Janosek a kol., 2006; Trojan a kol., 2003). Hlavnimi receptory jsou TRal, TRB1
a TRP2, které vazi hormon trijodthyronin s vysokou afinitou a zprostiedkovavaji

transkripci, ktera je regulovana hormony $titné zlazy (Yen a kol., 2006).
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Ptes receptor TRal je fizen vyvoj mozku po narozeni, dale vyvoj kosti, stiev a funkce
srdce. Receptor TRa2 se od ostatnich receptoru lisi tim, ze nevaze trijodthyronin a
celkové jeho funkce v organismu neni jasna. TRB1 kontroluje metabolismus jater, vyvoj
vnitiniho ucha a sitnice (Jugan a kol., 2007; Ganong, 2005). Receptor TR2 se vyskytuje
pouze v mozku, na rozdil od ostatnich receptorti §titné zlazy, protoze ty jsou Siroce
distribuovany (Ganong, 2005). V roce 2014 bylo prokazano, ze pacienti, ktefi maji
rezistenci k beta receptoru, maji vyznamné omezenou funkci osy hypotalamus-hypofyza-
§titna zlaza a tim i velice zvySené hladiny hormont $titné zlazy (Ortiga-Carvalho a kol.,

2014).

2.1.4 Onemocnéni Stitné Zlazy

Pii nedostatku hormoni dochazi k hypotyre6ze a pii nadbytku k hypertyreoze
(Vavrova, 2012).

Hypertyreoza je stav, béhem kterého S§titnd zldza produkuje vice hormonil nez
organismus potiebuje. Klinické pfiznaky se projevuji naptiklad poklesem hmotnosti,
nespavosti, neklidem, svalovou slabosti a dal$imi obtizemi. Pfi tomto onemocnéni
dochazi ke zvétseni §titné Zlazy, které nazyvame struma (Zamrazil a Cetovska, 2014).

Hypotyreoza se projevuje zanétem, ktery vede k poskozeni §titné zlazy s naslednym
poklesem jeji funkce. Klinické ptiznaky jsou oproti hypertyre6ze opacné. Projevuji se
naptiklad Gnavou, ospalosti, zimomtivosti. Dochazi k otoklim vicek a jazyka (Zamrazil a
Cefovska, 2014). Létba hypotyredzy spociva v dodani chybéjiciho hormonu tyroxinu do
organismu (Jiskra, 2011), ¢imz se $titnd zlaza vraci do puvodniho stavu (Hennessey,
2003). Hypotyredze a problémum, které zpusobuje Ize piedchazet piijimanim jodu
obsazeného diky jodovani v kuchynské soli (Singh a kol., 2019).

V Ceské republice trpi hypotyredzou az 5 % populace a hypertyredzou kolem 0,2-1
% populace. Pfitomnost onemocnéni §titné Zlazy se Castéji vyskytuje u Zen nez u muzi
(Jiskra, 2011). Onemocnéni §titné zlazy je ve vétSiné piipadii celoZivotni zéaleZitosti.
Rozpoznani, o jaky druh onemocnéni §titné zlazy se jedna, se urCuje na zakladé etiologie
a podle toho se provadi nasledné 1é¢ba (Limanova a kol., 2011).

Rakovina stitné zlazy patii celosvétoveé k nadoriim, které maji nejrychleji rostouci
incidenci (Novakova a kol., 2015). V Ceské republice je také zaznamenéno, ze vyskyt

rakoviny Sstitné zlazy neustale roste. Uvadi se, ze od roku 1980 do roku 2015 se vyskyt
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4krat zvysil (Novakova a kol., 2015). V roce 2015 bylo diagnostikovano ptiblizn¢ 1 143
novych ptipadt rakoviny §titné zlazy (VIcek a kol., 2017). Mezi faktory, které mohou
zpusobovat rakovinu Stitné zlazy se tadi vystaveni ionizujicimu zéafeni neboli radiaci,
nedostate¢ny piijem jodu, Zivot v sopecnych oblastech, koufeni, expozice xenobiotikim,

infekce viry a mnoho dalsich (Novakova a kol., 2015).
2.1.5 Syntetické hormony pro lécbu onemocnéni §titné zlazy

Mezi synteticky vyrabéné hormony pouzivané k 1écbé onemocnéni §titné zlazy
patii levothyroxin, ktery je nahradou pfirozeného hormonu tyroxinu. Néhrada
pfirozeného trijodthyroninu je synteticky liothyronin (Marek a kol.,2010). Um¢éle
vyrabéné hormony se pouZzivaji prevazné pii 1é€beé hypotyredzy, kterd se projevuje
nedostatkem hormoni §titné zlazy. V Ceské republice se pouziva synteticky
levothyroxin ve formé sodné soli zejména v piipravcich zvanych Letrox a Euthyrox
(Jiskra, 2011).

Na vefejné dostupnych strankach statniho tstavu pro kontrolu 1égiv (SUKL;
www.sukl.cz) se muzeme dozvédét, ze dalsimi léCivy, ve kterych je obsazen
levothyroxin ve formé sodné soli jsou naptiklad: Eltroxin, Althyxin, Levosintsol,
Levothyroxin Abdi, Levothyroxine Accord, Syntroxine, Jodthyrox. Pfipravek
Jodthyrox v sobé obsahuje levothyroxin sodny a s nim i dal$i G¢innou latku, kterou
je jodid draselny. Piipravkem obsahujici liothyronin sodny je Cynomel. Dostupnost
Cynomelu na ¢eském trhu je od roku 2017 neustéle pferuSovana a znovu obnovovana

(SUKL; www.sukl.cz).
2.2 Invitro testy

In vitro testy ziskaly sviij nazev z latiny, ktery v piekladu znamena ,,ve skle®. Tyto
testy jsou provadény v laboratornich podminkach v Petriho miskach, Erlenmeyerovych
bankach, ve zkumavkach, mikrotitraénich desti¢kach a dalsich laboratornich nadobach
vyrobenych z riizného materialu (Bhanushali a kol., 2010).

Stale se hojné vyuzivaji testy in vivo, které jsou provadény piimo na zvitatech,
dochazi k jejich utrpeni a mozné nasledné smrti. Snahou je tyto testy casteéné nahrazovat,
aby nedochdzelo, k jiz zminénému utrpeni a usmrcovani zvirat. Jednou z moznosti mohou

byt testy in vitro, k témto testim nejsou za potiebi celé organismy nybrz pouze jejich
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¢asti, kterymi mohou byt napt. bunky, organy nebo tkan¢ (Linhart, 2012; Bhanushali a
kol., 2010).

Zasady principtt 3R navrhli v roce 1959 Russel a Burch. Principy 3R jsou $iroce
prijimany jako nejlepsi zptisob k dosazeni vysoce kvalitnich védeckych vysledka pfi
soucasném zajisténi nejvyssiho etického standardu, kterym se rozumi regulace pouzivani
zvirat pii védeckych postupech (Kirk, 2018). Principy 3R zahrnuji skupiny Reduction,
Refinement a Replacement (Russel a Burch, 1959).

Princip Replacement ma za cil pouzivani metod nahrazujicich testovani na zviratech.
Do této skupiny patii in vitro testy, které vyuzivaji tkanové kultury, bilé krvinky, jaterni
buniky, testy na nizSich organismech (bakterie, prvoci, bi¢ikovci, fasy, Cervi, houby,
kvasinky, hmyz, semena rostlin). Dalsimi skupinami jsou Reduction (dochazi ke snizeni
spotfeby laboratornich zvifat) a Refinement (dochazi ke zjemnéni, pracuji na takovém
principu, aby nedochazelo k utrpeni zvifat) (Russel a Burch, 1959). Vzhledem
k vysokému poctu vyuzitych piipadné usmrcenych zvifat je toto nahrazeni vitanou
moznosti. PoCet usmrcenych zvifat pro tcely in vivo testd byl odhadnut na nékolik

miliont za rok (Bhanushali a kol., 2010).

Cvwr

V porovnani s in vivo testy jsou in vitro testy vyhodné pro jejich nizsi ¢asovou
naroc¢nost, jednoduchou proveditelnost a vysokou reprodukovatelnost. Finan¢ni néklady
se zdaji byt relativné nizké vzhledem k velkému poctu vzorkl, které je mozné
zanalyzovat (Pampaloni a kol., 2007). Nevyhodou in vitro testu je, ze neposkytuji
informace o adsorpci, distribuci, metabolismu a exkreci cizorodych latek v organismu tak
jako vysledky testi in vivo, které sice také neposkytuji vySe uvedené informace, ale mize
Vv nich dojit k zmetabolizovani latky, ktera uz vySe zminéné informace poskytnout muze
(Sonneveld a kol., 2006). Za pomoci téchto testl jsme schopni odhalit pfitomnost vSech

latek ve vzorku se stejnym mechanismem uc¢inku (Hilscherova a kol., 2000).

Tyto metody slouzi ke studiu toxikologickych interakci, ziskani lepsiho pohledu na
pusobeni chemickych latek na Zivy organismus na molekularni Grovni i na vysSich

urovnich biologické komplexity (Linhart, 2012).
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2.3 Invitro testy pro detekci (anti-)thyroidni aktivity

2.3.1 CALUX (Chemically Activated LUciferase gene eXpression)

CALUX testy jsou druhem biotestl zaloZzenych na expresi luciferazového genu, které
jsou hojné vyuzivany ve vyzkumu pro charakterizaci biologické aktivity chemickych
latek v environmentalnich vzorcich. Tyto testy jsou zaloZeny na expresi reportérového
genu v geneticky modifikovanych bunkach, které senzitivné a selektivné reaguji na
chemikalie aktivujici ur€ity vlozeny receptor (Sonneveld a kol., 2005; Van der Linden a
kol., 2008). In vitro biotesty nejsou schopny identifikovat jednotlivé slouceniny
zpusobujici odpovéd’. Diky nim jsme schopni pouze posoudit, zda sloucenina ptisobi
skrze pouzity receptor (Gillesby a Zacharewski, 1998).

CALUX testy jsou rozdéleny dle steroidnich receptort, které obsahuji na: thyroidni
(TR-CALUX), progesteronovy (PR-CALUX), androgenni (AR-CALUX), estrogenni
(ER-CALUX), glukokortikoidni (GR-CALUX). Existuje fada dalSich CALUX in vitro

biotestu (BioDetection Systems, b.v.).

Pro tyto biotesty se pouzivaji lidské geneticky modifikované linie U2-OS. Jedna se
0 rakovinné bunky kostni diené. Vyhodou téchto bunék je, Zze neobsahuji pro tyto testy
vyznamné mnozstvi receptorti a je pro n¢ typicky rychly rast a snadna manipulace
(Sonneveld a kol., 2011). Pro detekci hormonalni aktivity je do bun¢k vlozen vektor,
ktery obsahuje sekvence komplementarni DNA (CDNA) pro dany lidsky hormonalni
receptor a pak také vektor nesouci hormon responsivni elementy, které jsou spojené
s genem, ktery koduje luciferazu a TATA boxem (Sonneveld a kol., 2005). Hormony,
popiipad¢ slouceniny, které napodobuji biologickou aktivitu hormont vstupuji do
cytosolu cilovych bunék a navazou se tam na receptory, které jsou v monomerni formeé a
po navazani ligandu na receptor se vytvoii aktivni dimerni formy. Nasledn¢ dochazi
k pfesunu komplexu ligand-receptor do jadra. V jadru dochazi k interakci komplexu
ligand-receptor a hormon responzivnich elementu, ¢imz dojde ke spusténi genové exprese
(vysledkem je produkce proteintl). V CALUX biotestech v agonistickém modu dochazi
Kk navazani ligandu (testované chemické latky nebo latky v extraktu environmentalniho
vzorku) na receptor. Hormon responzivni elementy jsou v CALUX testech specifické pro
kazdy receptor (napiiklad thyroidni responzivni elementy). Ligandy vstupuji do bunck a

navazou se na receptor v cytosolu, pak tento komplex putuje do jadra, kde se navaze na
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hormon responzivni elementy. Za normalnich okolnosti jsou hormon responzivni
elementy pfedfazené pred geny kodujici proteiny, které maji v bunice rizné funkce. Po
navazani komplexu receptor-ligand na tyto hormon responzivni elementy dochazi pak ke
spusténi exprese téchto gend, coz v dusledku vede k produkci proteinti a naslednym
ucinkiim v organismu. V téchto in vitro testech jsou vsak hormon responzivni elementy
spojené s genem pro luciferazu, takze po nasednuti komplexu receptor-ligand dojde ke
spusténi exprese genu pro luciferazu a nasledné k produkci enzymu luciferazy. Enzym
luciferaza po piidani substratu (D-luciferinu) produkuje luminiscenci, jejiZz intenzita je
meéiena luminometrem. Kvantifikovana luminiscence je ekvivalentni hormonalni aktivité

ve zkoumaném vzorku (Schriks a kol., 2009).

2.3.2 (Anti-)TRB-CALUX

(Anti-)TRB-CALUX jsou biotesty s TRB-CALUX bunkami, které detekuji aktivaci
nebo blokaci receptoru §titné zlazy, tzn. mohou byt pouzité v agonistickém (TRp-
CALUX biotest) ¢i antagonistickém modu (anti-TRB-CALUX). Rakovinné bunky U2-
OS byly transfekovany plazmidem nesoucim TR a také plazmidem s thyroidnimi
responzivnimi elementy a genem kodujicim luciferazu (Collet a kol., 2019). Dale test
probiha stejnym zptisobem, jak je popsano v kapitole vyse (2.3.1). V téchto in vitro
biotestech se pouzivaji referencni latky, které odpovidaji danym aktivitdm. Pro tyto testy
byl pouzit trijodthyronin a deoxynivalenol (popséano nize).

Trijodthyronin (Obr. ¢. 3) se pouziva jako referen¢ni latka pro testovani thyroidni
aktivity. Trijodthyronin je pfirodni hormon produkovany Stitnou zlazou. BIliZsi

charakteristika v kapitole vyse (2.1.1).

O

HO | OH

NH>

Obr. ¢. 3 Strukturni vzorec trijodthyroninu (od: www.sigmaaldrich.com)
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Deoxynivalenol (Obr. ¢. 4) je antagonista izoformy beta thyroidniho receptoru
(Demaegdt a kol., 2016) a pouziva se jako referencni latka pro testovani anti-thyroidni
aktivity (Collet a kol., 2019). Deoxynivalenol je jednim z vysoce toxickych mykotoxint,
ktery je produkovan nékterymi druhy plisni rodu Fusarium, které Casto napadaji
obiloviny. Riziko ptsobeni na ¢lovéka je bud’ ptimo prostiednictvim potravin rostlinného
puvodu (obiloviny a produkty z nich pfipravené) nebo nepiimo konzumaci potravin
zivocisného pivodu (ledviny, mléko, vejce, jatra). Deoxynivalenol ma negativni vliv na
zdravi zvitat a lidi. Mezi klinické pfiznaky otravy deoxynivalenolem pafi nevolnost,
zvraceni, bolesti bficha a hlavy, zavrat¢ a horecka. (Sobrova a kol., 2010).
Deoxynivalenol je tepelné stabilni, ¢imz muize pii vyskytu v potravinach zpisobovat
riziko pro zvifata i pro ¢lovéka, protoze se neda odstranit tepelnou tpravou (Hughes a

kol., 1999).

Obr. ¢. 4 Strukturni vzorec deoxynivalenolu (od: www.sigmaaldrich.com)

2.4 Pasivni vzorkovani

Pasivni vzorkovani je metoda pro odbér vzorku, které se nasledné pouzivaji pro
chemické analyzy. Metoda je to pomérné jednoducha a levna z divodu toho, ze odbér
vzorkll ze vzorkovaci probiha nepfetrzité bez potieby jakéhokoliv zdroje energie na
rozdil od jinych metod vzorkovani (odbér sedimentl, vodnich organismi, a jiné¢). Pouziva
se napiiklad pro monitoring kontaminantii vyskytujicich se ve vodnim prostfedi (Grabic

a kol., 2015; Vrana a kol., 2005).

Existuje velké mnozstvi riznych typt pasivnich vzorkovaci. Konstrukce vzorkovact

je spojend s fyzikalné-chemickymi charakteristikami monitorovanych latek. Pro
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vzorkovani nepolarnich latek se pouzivaji rozdélovaci vzorkovace, jejichz zdkladem jsou
hydrofobni polymerni materialy s vysokou afinitou k nepolarnim latkam. Pro vzorkovani
polarnich latek se pouzivaji adsorpéni pasivni vzorkovace, pro které je zdkladem, ze
obsahuji adsorbenty, které jsou bézné pouzivané pii extrakci na pevné fazi pouzivané pii
stanoveni hydrofilnich latek obsazenych ve vodé (Alvarez a kol., 2007). Mezi spole¢né
konstrukéni charakteristiky patfi: bariéra mezi vzorkovanym médiem a pfijimaci fazi
(Vrana a kol., 2005). Pasivni vzorkovace se daji rozdé€lit na: integracni vzorkovaé
polarnich organickych latek (POCIS), semipermeabilni membranové zatizeni (SPMD) a

zatizeni zaloZzené na difuznim gradientu v tenkém filtru (DGT) (Alvarez a kol., 2004).
2.4.1 POCIS (z angl. polar organic chemical integrative sampler)

Jedna se o pasivni zafizeni pro odbér vzorkl in situ polarni organicky chemicky
integrativni vzorkova¢ (POCIS). Je to zafizeni, které se sklada ze sorbentu, ktery je
uzavieny V mikroporézni membrané pro integraci vzorkovani poldrnich organickych
latek vyvinuté Alvarezem a kol. (2004). POCIS vzorkovace vzorkuji zejména polarni
organické latky, tzn. latky, které jsou dobfe rozpustné ve vodé. Jedna se naptiklad o
pesticidy, 1éCiva, drogy a jejich metabolity.

Vzorkovac je slozeny ze dvou membran, které jsou vyrobené z polyethersulfonového
materialu. Mezi membranami se nachazi adsorpéni material neboli sorbent, ktery je
rizného charakteru podle cilenych latek (Fedorova a kol., 2014). POCIS vzorkovace jsou
rozdéleny na dva typy. Prvnim typem jsou pesticidni POCISy a vzorkuji se jimi pesticidy.
Tyto vzorkovace maji tfifdzovy sorbent. Druhym typem jsou farmaceutické POCISy
Jimiz se vzorkuji 1é¢iva. Tyto POCIS vzorkovace se vyznacuji pouZitim sorbentu Oasis

HLB — polymer s hydrofilné-lipofilni rovnovahou (Ko¢i a Grabic, 2008).

20



3 Material a metodika

3.1 Chemikalie

Byly pouzity nasledujici chemikalie: lyzni smés (roztok rozvoliujici bunééné
membrany, diky némuz muize byt luminiscence vyzafovana ven z bunck s veétsi
intenzitou), referen¢ni latka pro anti-thyroidni aktivitu — mykotoxin deoxynivalenol,
illuminate mix (roztok majici v sob& D-luciferin, ktery se ptidava do bun¢k za tcelem,
aby vyzafovaly luminiscenci) (vSe od BioDetection Systems b. v., Amsterdam,
Nizozemi), dimethylsulfoxid (DMSO), referenéni latka pro thyroidni aktivitu — pfirodni
hormon trijodthyronin, penicilin-streptomycin, Dulbeccovo fosfatovy pufrovany
fyziologicky roztok (PBS), kyselina octova (99,99%) (vSe od Sigma-Aldrich),
Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (DMEM), Dulbeccovo modifikované
Eaglovo médium obsahujici fenolovou cerven (DMEM — pouzivané jako rustové
médium), trypsin, smés neesencialnich aminokyselin (vSe od Life - Technologies), fetalni

bovinni sérum (od Biosera).

3.2 Odbér vzorku

3.2.1 Odbér vzorki Ceska republika

Pro odbér vzorka v povrchovych vodach byly pouzity pasivni vzorkovace typu
POCIS (z ang. Polar organic chemical integrative samplers) pro 1é¢iva. Odbér vzorku byl
proveden Vv roce 2017 pracovniky Laboratofe environmentalni chemie a biochemie
Fakulty rybafstvi a ochrany vod Jihogeské univerzity v Ceskych Budg&jovicich. Tyto
vzorkovade byly umistény v hloubce od 0,3 do 0,5 metru v povrchovych vodach v Ceské
republice. Pro sledovani bylo vybrano 21 lokalit v 17-ti fekach (Obr. €. 5). Sledované
lokality byly vybrany tak, ze se jednalo o vSechny tzv. uzavérové profily (neboli konce
povodi) v Ceské republice a dalsi duleZita odbérova mista na fece Labi. Pro viechny
lokality byly vyhledany mozné zdroje znecisténi (viz Tab. €. 1).

Pasivni vzorkovace byly v povrchovych vodach umistény po dobu 21 dni a vzorky
byly poté uskladnény pii stalé teplote, ktera ¢inila —20 °C do doby extrakce a naslednych

analyz.
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Obr. & 5 Mapa lokalit pro Ceskou republiku. (Zdroj: www.mapy.cz, upraveno v programu

malovani)

Tab. ¢. 1 Seznam lokalit s moznymi zdroji znecisténi (Zdroj: www.mapy.cz; Fedorova a kol.,

2014)

Lokalita

Mozné zdroje znelisténi

Otava — Topélec

COV Pisek; odpadni vody z jaderné elektrarny Temelin

LuZnice — Bechyné

COV Bechyng; malé zdroje komunalniho znegisténi

Sazava — Nespeky

Malé zdroje komunalniho znecisténi

Berounka — Srbsko

COV Beroun; malé zdroje komunalniho znecisténi

Vitava — Zeléin

mesto Praha; malé zdroje komunalniho znecisténi

Ohre — Terezin

Malé zdroje komunalniho znecisténi

Labe — Vestrev

Malé zdroje komunalniho znecisténi; KRPA PAPER — vyroba

nepromastitelnych, silikonovanych a bariérovych papirit

Labe — Valy

Chemicky zavod Synthesia Pardubice; COV Pardubice;
Paramo — producent asfaltérskych vyrobkti a mazacich a

procesnich oleji

Labe — Lysa nad Labem

COV Pterov nad Labem; COV Lysa nad Labem; chemicka

vyroba; olejova rafinérie

Labe — Obristvi

COV Mélnik; COV Obfistvi; SPOLANA s.r.0. — vyroba PVC;

Czechiachem s.r.0 — vyroba farmaceutickych latek
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Tab. ¢. 1 — pokracovani: Seznam lokalit s moznymi zdroji zneéisténi (Zdroj: www.mapy.cz;
Fedorova a kol., 2014)

Lokalita Mozné zdroje zneciSténi

COV Dé&gin; COV Hiensko; ZINKPOWER Promptus s.r.o0. —

Labe — Schmilka e, S L
zarové zinkovani, praskové lakovani

SPOLCHEMIE — chemicka a hutni vyroba; Chempark Zaluzi
Bilina — Usti nad Labem — Unipetrol RPA; odpadni vody z povrchové t€zby hnédého
uhli; malé zdroje komunalniho znecisténi

LuZicka Nisa — Hradek | COV Hradek nad Nisou; Severochema — vyroba podpalovag,

nad Nisou Cisticich prosttedkd a fedidel
Jizera — Pfredmérice COV Benatky nad Jizerou; COV Piedméfice nad Jizerou
Svratka — Zidlochovice COV Zidlochovice; malé zdroje komunélniho zne¢isténi

COV Ostrava; BorsodChem — vyroba produktii organické

Odra — Bohumi .
ohumm chemie; odpadni vody z tézby ¢erného uhli

COV Hlugin; Moravskoslezské cukrovary — od§tépny zavod

— Déhyl
Opava — Déhylov Opava

COV Pterov; PRECHEZA a.s. — titanovéa bé&loba, Zelezité

Becva — Troubk . o . . ,
y pigmenty, kyselina sirova a sadrovec (siran vapenaty)

Morava — Lanzhot COV Lanzhot; tepelna elektrarna Hodonin

COV Bfeclav; FOSA a.s. — vyroba detergenti, kyseliny

Dyje — Pohansko fosfore¢né a fosfore¢nanu

Jihlava — Ivancdice COV Ivan¢ice; malé zdroje komunalniho znecisténi

Zkratky: COV — &istirna odpadnich vod

3.2.2 Odbér vzorki z povrchovych vod ve staté Texas (USA)

Pro odbér vzorkii z Texasu byly pouZity taktéZz pasivni vzorkovace typu POCIS pro
1é¢iva. Vzorkovaée byly umistény na ¢étyfech fekach: Sims Bayou, Dickenson Bayou,
Greens Bayou a White Oak Bayou. Vzorkovace byly v fekach umistény po dobu 11-ti
dni. Odbér probihal od 16.3.2018 do 27.3.2018.
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V oblasti, ve které se feky nachéazeji doslo v dobé odbéri k povodnim. Reky Sims
Bayou a Diskenson Bayou nebyly tolik postihnuty zaplavami. Reka Greens Bayou byla
silné zasazena zaplavami. Reka White Oak Bayou byla silné zasaZena povodnémi a bylo
na ni pfivadéno vétsi mnozstvi odpadni vody z odlehceni kanalizace. Odbérova mista
byla po proudu od Cistiren odpadnich vod. VSechny testované feky se nachazeji nedaleko
nejlidnatéjsiho mésta Houstonu v Texasu, a tudiz je i toto velké mésto nejvetsim zdrojem
znecisténi. Dochazi zde k primyslovému znecisténi z kovovyroby a chemické vyroby.
Dalsim zdrojem znecisténi je energeticky prumysl (t€zba ropy a zemniho plynu).
V obdobi destd jsou do vodnich tokd vyplavovany chemikalie z ulic z celého mésta,
protoze jsou ve mésté vybudovany odlehceni kanalizaci, tak se splachy vyplavuji ptimo
do tokd (Houston Industries dostupné online). Pro odbér vzorku byly na kazdé fece

vybrany tii lokality (viz Obr. €. 6).
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Obr. ¢. 6 Mapa lokalit USA Texas (zdroj: Google maps, upraveno v malovani) barevné odliSen:
fialova — Dickenson Bayou, vinova — Sims Bayou, tmav¢ zelena — Greens Bayou, modra — White

Oak Bayou
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3.3 Extrakce odebranych vzorki

Extrakce byla pouzita podle vzoru Fedorova a kol., 2014 a Alvarez a kol., 2004.
Vzorky z POCIS vzorkovaci byly rozdé€leny a sorbent byl pienesen do gravita¢nich
chromatografickych kolon, které byly ucpané sklenénou vatou. Smés dichlormethanu,
methanolu a toluenu byla pouzita pro izolaci pfi které doslo k odd€leni analytu ze
sorbentu. Extrakty byly rota¢nim odpafovanim zkoncentrovany na pfiblizné 1 ml. Vzorek

byl uchovan pti -20 °C az do doby analyz.
3.4 Pasazovani (subkultivace) bunéénych kultur

Procesem nazyvanym kultivace bunék se rozumi mnozeni bunécéné kultury. V této
praci bylo pouzito médium obohacené o fenolovou cCerven. Buiky byly pravidelné
kontrolovany pod mikroskopem. Byl sledovan jejich rust, vzhled a procentudlni pokryti
dna kultiva¢ni lahve buiikkami. Kontrola se provadi pod mikroskopem (Olympus), ¢imz
se vylouci i1 potencidlni kontaminace kultury.

Buiiky potiebuji vice prostoru k ristu. Je nutné odstranit mrtvé bunky a ty zivé
piisedlé ke dnu kultivaéni lahve pienést, jakmile dosdhnou pokryti 70-80 % dna
kultivacni lahve také do dalSich kultivacnich lahvi a do ¢erstvého rastového média. Tento
proces se nazyva pasazovani. Pasazovani probihalo dvakrat tydné a bylo vzdy provadéno
ve sterilnich podminkéch v laminarnim kabinetu (flowboxu) (Obr. €. 7), jehoZz povrch byl
pravidelné osetfovan 70%nim roztokem ethanolu a jednou tydné byl laminarni kabinet

vysvécovan vnitini UV lampou.
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Obr. ¢. 7 Laminarni kabinet (flowbox) (foto: Tereza Smé$na)

Pasazovani bylo provadéno podle protokolu BioDetection Systems b.v. (Nizozemi).
Po pasazovani jsou bunky v kultiva¢nich lahvich inkubovany v CO; inkubatoru pii stalé
teploté, ktera ¢ini 37 °C, s atmosférou 5 % CO; a se 100%ni vlhkosti (Sonneveld a kol.,
2005).
Postup pasaZzovani:

1) Z kultiva¢ni lahve bylo odstranéno vsechno ristové médium (s indikatorem pH —
fenolovou ¢erveni), cca 10 ml.

2) Burky byly oplachnuty 2 x 5 ml PBS.

3) Pro rozvolnéni peptidové vazby mezi bufikami a jejich uvolnéni ode dna
kultiva¢ni lahve bylo pouzito 2-3 ml trypsinu, ktery byl po pfiblizn€ 25 sec
odstranén.

4) Uzaviena lahev byla umisténa dnem vzhiru do inkubatoru po dobu 1-3 min. Po
uplynuti této doby bylo zkontrolovano, zda se buiky uvoliuji ode dna a odd¢luji

od sebe.
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5) Nasledn¢ byly bunky splachnuty 10 ml ¢erstvého rustového média. Tato bunééna
suspenze byla zhomogenizovana pipetovanim.
6) Buné¢na suspenze byla rozdélena do novych lahvi a doplnéna na objem 10 ml a

navracena do inkubatoru.

3.5 Invitro testy

3.5.1 (Anti-)TRB-CALUX in vitro biotesty

Za pomoci in vitro reportérovych testi je mozno zméfit celkovou specifickou

biologickou aktivitu vSech latek, které jsou ptitomné ve vzorku.

Pro detekci thyroidnich a anti-thyroidnich aktivit u extrahovanych vzorka
Z pasivnich vzorkovacu typu POCIS byly pouzity in vitro biotesty TRB-CALUX a anti-
TRB-CALUX.

CALUX je typ in vitro biotestd zalozenych na expresi reportérového genu. Pro
testovani byly pouzity U2-OS bunky, coZ jsou rakovinotvorné bunky. Do téchto bunck
byly vneseny dva plazmidy. Prvni plazmid byl pro luciferazu a thyroidni responzivni
elementy a druhy byl pro thyroidni receptor v izoformé beta. Tyto testy jsou pouzivané
pro jejich vysokou citlivost (tzn., ze jsou schopné detekovat aktivity jiz v nizkych
koncentracich) a pro jejich selektivitu (tzn., Ze maji schopnost selektivné odpovidat na

ligandy receptoru, ktery byl vlozen do bungk).

Biotesty trvaji 3 dny. Prvni den byly TRB-CALUX bunky nasazeny na mikrotitra¢ni
desticku s 96 jamkami. Po 24 hodinach inkubace byly buiniky exponovany po dobu 24
hodin kalibra¢ni fad¢ referencni latky (trijodthyronin pro thyroidni aktivitu nebo
deoxynivalenol pro anti-thyroidni aktivitu) a extraktim z pasivnich vzorkovacu
Z povrchovych vod v sérii fedéni (Obr. €. 8). Nasledné¢ byla provedena detekce
luminiscence. Pred zacatkem detekce luminiscence byly buikam rozvolnény bunécné
membrany za pomoci lyzniho mixu. Luminiscence byla méfena spektrofotometrem

S luminiscenénim modulem. Do kazdé jamky na 96-jamkové desti¢ce byl injikovan

illuminate mix.
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Obr. ¢. 8 Exponovani bun¢k kalibra¢ni fadé referenénich latek a extraktim (foto: Tereza
Smésna)

3.6 Nasazovani bunék na 96-jamkovou mikrotitracni desticku

K nasazovani bun€k na mikrotitra¢ni desti¢ku bylo ptistoupeno ve chvili, kdy bunky
pokryvaly dno kultiva¢ni lahve z 90-100 %.
Postup pro nasazovani bunék na 96-jamkovou mikrotitra¢ni desticku (1. den in vitro
testu):
1) Z kultivacni lahve bylo odsato vSechno ristové médium.
2) Bunky byla oplachnuty 2 x 5 ml PBS.
3) Prorozvolnéni peptidové vazby mezi buiikami bylo pouzito 2-3 ml trypsinu, ktery
byl po ptiblizné 25 sec odsat.
4) Uzaviena kultiva¢ni lahev byla dnem vzhiru vloZena do inkubatoru na 1-3 min.
Po uplynuti doby bylo zkontrolovano, zda se bunky poustéji dna a odd€luji od
sebe.

5) Buriky byly splachnuty 10 ml testového média bez fenolové Cervené.
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6) Bunééna suspenze byla nasledné zhomogenizovana pipetovanim a bylo pridano
10 ml média.

7) Poté byla spocitana hustota bunék v Biirkerové komdrce.

8) Podle hustoty bun¢k byla ¢ast bunééné suspenze nafedéna s testovacim médiem a
tato smes pak byla pouzita k nasazovani bun¢k na desticku a vzdy obsahovala
takovy pocet bunék, aby se doséhlo v jamkéch na desticce hustoty 10 000 bunék
na jamku.

9) Do krajnich jamek 96-jamkové desticky bylo ptidano 200 ul PBS, aby se ve
vnitfnich jamkach desticky vytvofilo stejné teplotni prostiedi a do ostatnich
(sttedovych) jamek bylo pfidano po 100 pl bunécné suspenze. Nasledné byly

desticky vlozeny do inkubatoru na 24 hodin.

3.7 Méreni (anti-)thyroidnich aktivit

1. Z ptipravené¢ho nefedéného extraktu z pasivnich vzorkovaci POCIS z
povrchovych vod byla pro kazdou lokalitu piipravena fedici fada v DMSO. Redilo
se linearné 16 x, 8 x, 4 x, 2 x, 1 x.

2. Na mikrotitra¢ni desticku s 24 jamkami byl napipetovan 1 ml média do kazdé
jamky a nasledné byl do tohoto objemu napipetovan 1 ul nasledujicich
chemikalii/extraktii po sob¢ jdoucich: DMSO (jako rozpoustédlova kontrola),
kalibra¢ni fada pro thyroidni aktivitu trijodthyronin a pro anti-thyroidni aktivitu
deoxynivalenol (pro thyroidni aktivitu bylo pouzito 9 kalibra¢nich bodu a pro
anti-thyroidni aktivitu 8 kalibra¢nich bodt) poté testované extrakty povrchovych
vod Vv 5-ti fedicich bodech (Obr. ¢. 9 a Obr. ¢. 10).
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lokality ve dvou opakovanich

Redéni

1 2 3 4 5 6 Rozpoustédlova
kontrola '
@O 0O00O0O0O0O
Q00000
Testované
. . . O extrakty jedneé

Obr. ¢. 9 Schéma piipravy fedicich roztokd v davkovaci 24-jamkové mikrotitracni desticce pro
testovani thyroidni aktivity

3 4 5 6 Rozpoustédlova
kontrola '
. . . . Kalibracni fada
deoxynivalenol
. . O O Negativni kontrola
. . . O Testované

extrakty jedneé
lokality ve dvou opakovanich

Redéni

Obr. ¢. 10 Schéma pfipravy fedicich roztokd v davkovaci 24-jamkové mikrotitracni destice pro
testovani anti-thyroidni aktivity

3. Tato 24 jamkova desticka byla na 10 minut vlozena do tiepacky na 300 otacek za
minutu.

4. Po uplynuti tfepaci doby bylo z 96-jamkové desticky Vv laminarnim kabinetu
odebrano 100 pl. Do kazdé jamky bylo ptidano 200 pl z 24 jamkové davkovaci
desticky. Najednou bylo vzdy pfemistovano médium maximalné z jamek ve tfech
fadach a tfech sloupcich naleZicim témto fadam (Obr. €. 11 pro thyroidni aktivitu

a Obr. ¢. 12 pro antithyroidni aktivitu).
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Obr. €. 11 Schéma nasazeni 96-jamkové mikrotitra¢ni desticky pro testovani thyroidni aktivity
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Obr. ¢. 12 Schéma nasazeni 96-jamkové mikrotitracni desticky pro testovani anti-thyroidni
aktivity

5. Po uplynuti inkubacni doby (24 hodin) bylo z kazd¢ jamky odebréano 200 pl a

pfidano 30 pl lyzni smési. Nasledné¢ byla zméfena intenzita luminiscence

spektrofotometrem s luminiscen¢nim modulem (M200 Infinite PRO, Tecan,

Svycarsko) (Obr. & 13).
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Obr. &. 13 Spektrofotometr s luminiscenénim modulem (M200 Infinite PRO, Tecan, Svycarsko)
(foto: Tereza Smésna)

3.8 Testovani cytotoxicity

Kazdy pracovni den byl pracovniky Laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie
pod mikroskopem (Olympus) kontrolovan vzhled buné¢nych kultur, jejich hustota a zda
se u nich neprojevuji zndmky snizeni jejich Zivotnosti a kontaminace. Pro vylouceni
cytotoxickych ucinkil u testovanych vzorki a pro presnéjsi stanoveni Zivotnosti bunék
byl pouzit test redukce resazurinu podle O’Brien a kol., 2000.

Béhem tohoto testu dochazi k pfeméné modrého fluorescenéniho barviva resazurinu
za pomoci metabolicky aktivnich bun¢k na rGzovy produkt resorufin. Po uplynuti doby
expozice resazurinu, ktera ¢ini 3 hodiny, byla detekovana intenzita fluorescence, ktera
byla mé&fena spektrofotometrem (M200 Infinite PRO, Tecan, Svycarsko).

Postup testovani Zivotnosti bun¢k:
1. Nadesti¢ku s 96-ti jamkami byla nasazena bunééna suspenze, ktera byla obsazena
Vv testovacim médiu (hustota bun¢k v médiu je 10 000 bun€k na jamku) do kazdé
jamky bylo ptidano po 100 pl této bunééné suspenze. Nasledné byla desticka
vlozena do inkubatoru, kde byly bunky inkubovany po dobu 24 hodin.
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2. Do 16-ti jamek v 24-jamkové desti¢ce byl napipetovan 1 ml testového média a do
néj 1 pl po sobé jdoucich latek: rozpoustédlova kontrola (médium + DMSO) a
extrakty testovanych vzorkt ze tii lokalit v fedéni 16 x, 8 x, 4 x, 2 x, 1 x (Obr. €.

14). Vlozilo se na 10 minut do tfepacky na 300 otacek za minutu.

/
A

Rozpoustédlova
kontrola

Extrakt z prvni lokality

Extrakt ze druhé lokality

®e00-
©6 00~
@00 0-
@006
CXOXOIOK
0000

Extrakt ze treti lokality

o

Redéni

Obr. ¢. 14 Schéma ptipravy fedicich roztokd v davkovaci 24-jamkové mikrotitracni desti¢ce pro
testovani zivotnosti bunék

3. Z 96-jamkové desticky, ktera byla inkubovana po dobu 24 hodin v inkubatoru
bylo odebrano vsechno testovaci médium. Nasledné bylo do téchto jamek
napipetovano 200 pl testovaciho média s rozpoustédlovou kontrolou a s extrakty
Z 24-jamkové desticky ve tiech opakovanich (triplikaty) (Obr. €. 15). Desticky
byly poté inkubovany po dobu 24 hodin.
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C O.. .... O OOO O Extrakt z prvni lokality
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Obr. €. 15 Schéma nasazeni 96-jamkové desticky pro testovani zivotnosti bunck
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4. Po uplynuti inkubac¢ni doby bylo do kazdé jamky na 96-jamkové desti¢ce ptidano
po 10 pl resazurinu. Tomuto barvivu byly bunky vystaveny po dobu 3 hodin v
inkubatoru (podle doporuceni od vyrobce Sigma-Aldrich). Po uplynuti doby
pusobeni byla zméfena intenzita fluorescence barviva. Vysledky testu zivotnosti
bun¢k byly automaticky pievadény ze spektrofotometru (M200 Infinite PRO,
Tecan, Svycarsko) do programu Excel (Microsoft) jakozto relativni fluorescenéni

jednotky.

3.9 Analyza dat

3.9.1 Vyhodnocovani dat pro detekci hormonalni aktivity

Intenzita luminiscence u testovanych vzorki je vyjadfovana v relativnich svételnych
jednotkach (RLU). Pro vypocet (anti-)thyroidni aktivity byla od RLU u testovanych
vzorkli povrchovych vod odectena hodnota RLU, ktera byla zjiSténa u rozpoustédlové

kontroly s 0,1% DMSO.

Maximalni signal referenéni latky byl pro agonismus uréen jako 100%ni indukce.
Pro stanoveni meze kvantifikace byly pouzity takzvané fixni limity kvantifikace, které
jsou vypocteny z vysledkit odpovédi referencni latky ve velkém poctu méteni (cca 100
nezavislych experimentti; provedeno poskytovatelem licence BioDetection Systems b.v.,
Nizozemi). Pfi vyhodnocovani biologické aktivity vzorkt v in vitro testech typu CALUX
se vzorek povazuje za hormondlné aktivni, pokus jeho dva fedici body (testované
koncentrace) vyvolaji odpovéd’ rovnou nebo vyssi nez 10%ni indukce v agonismu a niZsi
nez 80%ni indukce v antagonismu. Takovéto koncentrace referencnich latek
z dlouhodobého sledovéani byly pouzity jakozto fixni limity kvantifikace. Vysledné
hodnoty limitl kvantifikace byly 65 ng x It ekvivalentd trijodthyroninu pro agonistickou

aktivitu a 46 pg x I ekvivalentii deoxynivalenolu pro antagonistickou aktivitu.

RLU zjisténé u testovanych extraktl byly pfevedeny na relativni indukei (RI), ktera
se udava jako procentualni odpovéd’. U referenénich latek byly jednotlivé body prolozeny
ktivkou davka-odpoveéd’ za pomoci nelinearniho regresniho modelu se ¢tyfmi parametry
(ECs0 nebo 1Csg, sklon kiivky, maximalni a minimalni indukce trijodthyroninu a

deoxynivalenolu). Tuto kfivku bylo nutno posoudit dle 4 kritérii, pokud byla kritéria

34



splnéna, tak byl test ucen jako wvalidni a data byla pouzita ke kvantifikaci
(anti-)thyroidnich aktivit v povrchovych vodach v programu Excel (Microsoft).

Kritéria byla nastavena poskytovatelem licence (BioDetection Systems b.v.) na
zakladé dlouhodobého sledovani referencnich latek (vice nez 100 méteni).
Jsou to nasledujici kritéria:

1. ECsoa ICso referencnich latek (trijodthyronin nebo deoxynivalenol), ktera
byla naméfena v daném experimentu se pohybovala v rozmezi hodnot, ve
kterych se nachazela ECsp a 1Cso téchto referencnich latek béhem vice nez
100 méfeni.

2. R2>0,98

3. Z-faktor > 0,6

4. Minimalni indukéni faktor > 2,0 pro anti-thyroidni aktivitu a > 5,0 pro
thyroidni aktivitu.

Podle studie Grabic a Vrana (v tisku) byla pouzita vzorkovaci rychlost 0,1 1 za 24
hodin, kterd byla pouzita pro vypocet ekvivalentni koncentrace sledovanych aktivit
v extraktech z pasivnich vzorkovact POCIS. Pti expozici pasivnich vzorkovacu po dobu
21 dnt bylo odhadnuto, Ze celkovy navzorkovany objem byl 2,1 litru.

Data byla nasledné statisticky porovnana v programu STATISTICA za pomoci

neparametrického Kruskal-Wallisovo testu.

3.9.2 Vyhodnoceni vysledku testu cytotoXicity

Data byla vyhodnocena pomoci jednofaktorové analyzy variace, ktera se pouziva pro
zjisténi statisticky signifikantnich odli$nosti mezi skupinami (na hladiné a = 0,05).

Nésledné byl proveden Dunnettiiv post-hoc test za ucelem zjiSténi rozdilu mezi
intenzitou fluorescence u bunék vystavenych rozpoustédlové kontrole a bunék
vystavenych extraktim.

V ptipadg, Ze byla intenzita fluorescence v extraktech, kterym byly buiiky vystaveny
statisticky signifikantn€ odliSnd (p<0,05) od intenzity, kterd byla naméfena u
rozpoustédlové kontroly, tak v tomto ptipadé byly tyto extrakty z povrchovych vod
oznaceny za cytotoxické, kvili snizeni zivotaschopnosti bunék. Tyto cytotoxické extrakty

nebyly pouzity pro vyhodnocovani analyzy (anti-)thyroidnich aktivit.
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4 Vysledky

4.1 Invitro CALUX biotesty

Nejprve byla vynesena sigmoidni kiivka referencénich latek (trijodthyronin a
deoxynivalenol) pro jednotlivé aktivity (Obr. ¢.16 pro trijodthyronin a Obr. ¢. 17 pro
deoxynivalenol). Pokud byla splnéna vSechna kritéria validity testu (uvedena v kapitole
3.8.1) byla data pouzita ke kvantifikaci thyroidnich a anti-thyroidnich aktivit.

Primérna hodnota ECso trijodthyroninu, ktera byla namétena ve vice nez 20-ti
analyzach, byla ECso 643,5 ng x I"! (ECso v molarni koncentraci byla 988,5 pM a molarni
hmotnost trijodthyroninu je 650,97 g x mol™). Pro referenéni latku pro anti-thyroidni
aktivitu deoxynivalenol byla vypoc¢tena pramérna hodnota ICsp, ktera byla naméfena ve
vice nez 30-ti méfenich, v hodnoté 184,6 ng x It (ICso v molarni koncentraci byla 622,9

nM a molarni hmotnost deoxynivalenolu je 296,31 g x mol™).

Relativnisvételné jednotky (RLU)

0 T T T T |
1,0E-06 1,0E-07 1,0E-08 1,0E-09 1,0E-10 1,0E-11
Koncentrace (M)

Obr. €. 16 Sigmoidni kiivka referenéni latky trijodthyronin
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Relativnisvételné jednotky (RLU)

1,0E-05 1,0E-06 1,0E-07 1,0E-08

Koncentrace (M)

Obr. ¢. 17 Sigmoidni kiivka referenéni latky deoxynivalenol

4.1.1 (Anti-)thyroidni aktivita v Ceské republice

Thyroidni aktivita byla na vSech 21 lokalitach pod limitem kvantifikace (<65 ng x I
! ekvivalentii trijodthyroninu). Anti-thyroidni aktivita byla detekovana v 38 % vzorki
Z pasivnich vzorkovact. Anti-thyroidni aktivita se pohybovala v rozmezi hodnot 89
(Labe — Valy) — 310 (Bilina — Usti nad Labem) pg x I'* ekvivalentti deoxynivalenolu.
Anti-thyroidni aktivita byla nalezena také na fece Otavé na odbérovém misté Topélec
(116 pg x I ekvivalenti deoxynivalenolu), na fece Luzick4 Nisa na odbérovém misté
Hradek nad Nisou (185 pg x I ekvivalentii deoxynivalenolu), na fece Sidzavé na
odbé&rovém misté Nespeky (198 pg x It ekvivalentd deoxynivalenolu), na fece Opavé
v Déhylové (207 ug x I ekvivalenti deoxynivalenolu), na fece Svratce na odb&rovém
misté¢ Zidlochovice (228 pg x I ekvivalenti deoxynivalenolu) a na fece Odfe
v Bohuming (283 pg x I"! ekvivalentii deoxynivalenolu).

Na zbylych 13 lokalitaich (Ohie — Terezin, Becva — Troubky, Vltava — ZelCin,
Luznice — Bechyné¢, Jihlava — Ivancice, Morava — Lanzhot, Dyje — Pohansko, Jizera —

Predméfice, Labe — Obiistvi, Labe — Vestiev, Labe — Lysa nad Labem, Labe — Schmilka,
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Berounka — Srbsko) byla anti-thyroidni aktivita pod limitem kvantifikace (<46 pg x I*
ekvivalentli deoxynivalenolu).

Pro kazdou lokalitu byla provedena nejméné tii méfeni. Pokud se u nékteré z lokalit
nevyskytla (anti-)thyroidni aktivita, tak uz dal$i méteni nebyla provedena. Ze zjisténych
hodnot (anti-)thyroidnich aktivit z nezavislych experimentti byly vypoéteny praméry.
Vysledky byly statisticky porovnany a vyneseny do grafu (Graf ¢. 1).
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Anti-thyroidni aktivita v povrchovych vodach CR
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Graf ¢&. 1 Vysledky anti-thyroidnich aktivit v Ceské republice. Data jsou prezentovana jako priimér + smérodatna odchylka. Riizna pismena (a, b, c, d)
indikuji statisticky vyznamné rozdily mezi lokalitami (p<0,05).
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4.1.2 (Anti-)thyroidni aktivita v povrchovych vodach statu Texas
(USA)

Pro porovnani (anti-)thyroidnich aktivit byly k dispozici vzorky povrchové vody
z USA z Texasu. Vzorky byly odebrany z tek: Dickenson Bayou, Sims Bayou, Greens
Bayou a White Oak Bayou.

Thyroidni i anti-thyroidni aktivita byla u vSech lokalit pod limitem kvantifikace. Pro
thyroidni aktivitu byla hodnota meze kvantifikace 65 ng x It ekvivalent trijodthyroninu.
Pro anti-thyroidni aktivitu byla hodnota meze kvantifikace 46 pg x I ekvivalentl

deoxynivalenolu.
4.2 In vitro test redukce resazurinu

Vyhodnoceni testu redukce resazurinu bylo popsano vyse v kapitole 3.9.2. Test
redukce resazurinu byl proveden v agonismu i antagonismu pro lokality v Ceské

republice a Texasu.
4.2.1 Ceska republika

U 7adné z 21 lokalit z Ceské republiky nebyla prokézana statisticky vyznamng
(o = 0,05) snizena zivotaschopnost bunék zplisobend testovanymi extrakty. Nize je
uveden piiklad vyhodnoceni testu redukce resazurinu (graf ¢. 2 pro agonismus a graf ¢. 3

pro antagonismus).

40



Viabilita bunék exponovanych extraktiim ze vzorkovacl POCIS
F(5, 12)=1,1333, p=0,39460
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Graf ¢. 2 Viabilita bunék exponovanych extraktiim pro thyroidni aktivitu — Ceska republika.
Nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi testovanymi skupinami.

Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkova&d POCIS
F(3, 12)=1,3457, p=0,31056
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Graf & 3 Viabilita bunék exponovanych extraktim pro anti-thyroidni aktivitu — Ceska
republika. Nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi testovanymi skupinami.
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4.2.2 Texas

Pro testovani pfipadného snizeni zivotaschopnosti bun¢k exponovanych extraktim
ze 12-ti lokalit ze ¢tyt fek v Texasu byl pouzit stejny test jako pro testovani extraktt
z Ceské republiky. Na zadné lokalité nebyla prokazana snizena Zivotaschopnost. Nize je
uveden piiklad vyhodnoceni testu redukce resazurinu pro Texas (graf ¢. 4 pro agonismus

a graf ¢. 5 pro antagonismus).

Viabilita bunék exponovanych extrakiim ze vzorkovaci POCIS
F(5, 12)=2,5482, p=0,08559
TRE-CALUX Sims Bayou 1
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kontrola F. 16 .8 F. 4 P2 F.1
= Mean
Skupina, fedéni T Mean+SD

Graf ¢. 4 Viabilita bunék exponovanych extraktim pro thyroidni aktivitu — Texas. Nebyly
zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi testovanymi skupinami.
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Viabilita bunék exponovanych extraktim ze vzorkovall POCIS
F(9, 20)=0,92674, p=052330
Anti-TRE-CALUX Sims Bayou 1
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Graf ¢. 5 Viabilita bunék exponovanych extraktim pro anti-thyroidni aktivitu — Texas. Nebyly
zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily mezi testovanymi skupinami.
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5 Diskuze

Doposud nebyly publikovany Zadné vysledky o vyskytu (anti-)thyroidni aktivity ve
vodnim prostiedi Ceské republiky. V jinych zemich bylo zveiejnéno velmi malo vysledkii
o vyskytu (anti-)thyroidni aktivity ve vodnim prostfedi. Studie zabyvajici se testovanim
vyskytu thyroidni aktivity probihaly napiiklad v Cin& (Li a kol., 2010a, 2011; Shi a kol.,
2011,2012), Australii (Leusch a kol., 2014), Nizozemi (Gutleb a kol., 2005; Schriks a
kol., 2009) a Francii (Jugan a kol., 2009). Testovani anti-thyroidni aktivity ve vodnim
prostiedi probihalo pouze v Ciné (Li a kol., 2010a; Shi a kol., 2016; Hu a kol., 2013; Li
a kol., 2014; Shi a kol., 2011, 2012) a Nizozemi (Gutleb a kol., 2005).

Disledkem vyskytu thyroidnich aktivit ve vodnim prostfedi mohou byt mimo jiné
piirodni a synteticky vytvorené hormony Stitné zlazy. Zdravy clovek vylou¢i denné moci
a stolici nezanedbatelné mnozstvi prfirodnich hormoni S§titné zlazy. Piiblizné 5 %
obyvatel Ceské republiky trpi n&jakym typem onemocnéni §titné zlazy (Jiskra, 2011) a
toto onemocnéni se 1€Ci prevazné synteticky vyrabénymi 1éCivy, které v sobé obsahuji
sodnou siil levothyroxinu ¢i liothyroninu, ktera se v t€le méni na tyroxin a trijodthyronin.
Tato 1éCiva by méla napodobovat ptirozenou funkci hormoni §titné Zlazy. Zatim byla
provedena pouze jedna studie ve svété (Svanfelt a kol., 2010) a jedna studie v Ceské
republice (Pech, 2017), které se zabyvaly mnozstvim vylouc¢eného syntetického hormonu
Stitné zlazy do odpadnich vod a nasledné do povrchovych vod. Ve studii, kterou se
zabyvali Svanfelt a kol. vroce 2010 ve Finsku byl pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie sledovan vyskyt hormonu §titné zlazy (tyroxinu, trijodthyroninu, reverzni
trijodthyroninu, 3,5-dijodthyroninu a 3,3'-dijodthyroninu) v odpadni a povrchové vodé.
Jedinym hormonem, ktery se ve vodnim prostiedi podatilo namé&fit byl tyroxin. Nejvyssi
hodnoty tyroxinu se vyskytovaly v ptitoku na ¢istirnu odpadnich vod v koncentraci 10,5-
84,9 ng x I a na odtoku z &istirny odpadnich vod byla naméfena nejvyssi hodnota
tyroxinu 22 ng x I"X. V povrchové vodé se naméfit koncentraci tyroxinu nepodafilo. Tato
studie dale poukazala na problematiku spojenou s Ié¢bou onemocnénim §titné Zlazy a
nasledné 1é€by pomoci uméle vyrobenych medikamenti, nebot’ béhem 1é€by nedochéazi
K jejich iplnému metabolickému rozkladu a Svanfelt a kol. (2010) uvadeji, ze se ptiblizné
66 % odstrani b&hem 1é¢by a zbyla &ast prechazi do vodniho prostiedi. V Ceské republice
se Michal Pech vroce 2017 ve své bakalarské praci zabyval predikovanymi

environmentalnimi koncentracemi hormont §titné zlazy v povrchové vodé, které byly
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vypocitany na zakladé¢ prumérného denniho vylouceni syntetickych i pfirozenych
hormonti §titné zlazy zdravym clovékem do odpadnich vod. Dalsi latky s thyroidni
aktivitou, které by se mohly v povrchovych vodach vyskytovat jsou naptiklad:
2-acetamidofluoren a kyselina all-trans-retinova (Collet a kol., 2019).

V Nizozemi probihalo testovani thyroidni a anti-thyroidni aktivity v sedimentu z fek
Dommel, Terneuzen a Hoogeveen za pomoci T-screen in vitro biotestu, ktery je zalozeny
na proliferaci bunék stimulovanych trijodthyroninem. V tomto testu byly pouzity buiky
krysi hypofyzy (GH3). Z vysledkt vyplyva, ze extrakty sedimenti z Dommel a
Terneuzen snizily rast bunék v piitomnosti 0,25 nM trijodthyroninu a v ptipadé vzorka z
Hoogeveen se zvysil st bunék (Gutleb a kol., 2005).

V této praci byla thyroidni aktivita testovana pomoci TRB-CALUX in vitro biotestu
ve vzorcich z 21 lokalit Ceské republiky a ze 4 fek (Sims Bayou, Dickenson Bayou,
Greens Bayou a White Oak Bayou) ve staté Texas (USA) ze vzorkovacu typu POCIS.
Thyroidni aktivity nebyly nalezeny na zadné z lokalit. V jinych zemich testovani
thyroidnich aktivit pro thyroidni receptor beta probihalo také pomoci TRB-CALUX
V Australii na odtoku z Cistirny odpadnich vod (Leusch a kol., 2014) a v Nizozemi
Vv povrchové vode¢ v povodi feky Ryn (Schriks a kol., 2009). Za pomoci dvouhybridniho
kvasinkového testu probihalo testovani thyroidnich aktivit v Cing (Li a kol., 2010a, 2011)
ve vzorcich pfitoku a odtoku z ¢istirny odpadnich vod a ve vzorcich vody z feky Zhujiang
(Perlova feka). Ve vySe zminénych studiich nebyla thyroidni aktivita nalezena. Testovani
thyroidni aktivity za pomoci reportérového genu s pouzitim CV-1 bunék probihalo v Cing
podél feky Jang-c. Thyroidni aktivita se pohybovala v rozmezi hodnot 286-293 ng x I
ekvivalentii trijodthyroninu (Shi a kol., 2011). Dal§imi lokalitami v Cing, ve kterych byly
méfeny thyroidni aktivity timto testem byly: feky Yangtze a Huaihe a jezero Taihu.
Nejvy$§i naméfenad hodnota thyroidni aktivity byla 291 ng x I? ekvivalentd
trijodthyroninu, tato hodnota byla naméfena v jezete Taihu (Shi a kol., 2012). Ve Francii
byla testovana thyroidni aktivita pro thyroidni receptor alfa pomoci bioluminiscenéniho
bunééného testu (PC-DR-luc) na ptitoku a odtoku ¢istirny odpadnich vod a v povrchové
vodé. Nejvyssi naméfend hodnota thyroidni aktivity na ptitoku €istirny odpadnich vody
byla 5,7 ng x It ekvivalentti trijodthyroninu a na odtoku z &istirny odpadnich vod byla
nejvyssi naméfena hodnota 1,3 ng x It ekvivalent trijodthyroninu (Jugan a kol., 2009).
Thyroidni aktivita byla méfena ve vzorcich odpadni a povrchové vody (odebranych

aktivnim vzorkovanim — bodovym odbérem).
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Anti-thyroidni aktivita se V této praci prokazala na 8-mi lokalitach. Z pozitivnich
lokalit jsou 4 lokality (Otava, Sazava, Labe — Valy, Bilina) z povodi Labe, které se
v Némecku vléva do Severniho mote a dalsi 3 lokality (Luzickd Nisa, Odra, Opava)
z povodi Odry, jejiz tok sméfuje do Baltského mote a posledni lokalita (Svratka) je
z povodi Moravy odtékajici pfes Dunaj do Cerného mote. V Ceské republice se anti-
thyroidni aktivity pohybovaly vrozmezi hodnot 89-310 pg x I? ekvivalenth
deoxynivalenolu. Nejvyssi aktivita byla namétena v fece Bilin¢ (viz. Graf €. 1), o této
fece je znamo, ze je velice zne€isténa chemickymi latkami rizného ptivodu, zejména z
chemického a tézebniho primyslu (Kohusova a kol., 2011). Spoleénym zdrojem
znecisténi byly u vSech lokalit Cistirny komundlnich odpadnich vod. Nékteré lokality
mohou byt znecistény odpadnimi vodami z chemickych zavodi. Tykéa se to zejména
lokalit: Labe — Valy, Bilina, LuZicka Nisa, Odra, Opava (viz. Tab. ¢. 1). Pramyslové
odpadni vody jsou povazovany za hlavni zdroj anti-thyroidni aktivity ve vodnim prostiedi
(Li akol., 2008; Li a kol., 2011; Sun a kol., 2008). Dale byl v této praci sledovan vyskyt
anti-thyroidni aktivity ve vzorcich ze 4 fek (Sims Bayou, Dickenson Bayou, Greens
Bayou a White Oak Bayou) ve staté Texas (USA). Na kazdé fece byla 3 odbérova mista.
Na zadné z vySe zminénych fek nebyla nalezena anti-thyroidni aktivita, hodnoty se
pohybovaly pod limitem kvantifikace. Neprokazani anti-thyroidnich aktivit mohlo byt
zpusobeno kratSi dobou po kterou byly pasivni vzorkovace typu POCIS umistény na
odbérovych mistech. U vzorkt ze statu Texas (USA) byly vzorkovace v povrchové vodé

umistény 11 dni. To znamena, e v porovnani se vzorkovanim v Ceské republice &inil
rozdil doby expozice 10 dni.

Pro sledovani vyskytu anti-thyroidni aktivity ve vodnim prostfedi se v riiznych
studiich pouzivaly rizné referen¢ni latky. Jednou z nich byl amiodaron hydrochlorid.
Amiodaron je ptfiblizné 5x slabsi nez deoxynivalenol (Collet a kol., 2019), ktery byl
pouzit jako referencni latka v této bakalaiské praci. Stanovenim anti-thyroidni aktivity
pro thyroidni receptor beta pouzitim dvouhybridniho kvasinkového testu se zabyvaly
studie provadéné v Cin&. Testovani probihalo na pitoku a odtoku z &istiren odpadnich
vod. Ve studii, kterou provedli Li a kol. v roce 2010a byly zjistény koncentrace ve vodé
pritékajici na &istirnu odpadnich vod 170 ug x It ekvivalent amiodaron hydrochlodidu.
Na odtoku z ¢istiren odpadnich vod se aktivity pohybovaly pod mezi kvantifikace az po

46 ug x It ekvivalenti amiodaron hydrochlodidu. Ve studii Li a kol., 2014 zabyvajici se
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stanovenim anti-thyroidni aktivity v povrchové vodé v nadrzi Guanting se aktivity

pohybovaly v rozmezi 34-309 pg x It ekvivalenti amiodaron hydrochloridu.

Dalsi latkou pouzivanou jako referen¢ni latka v in vitro testech pii sledovani
anti-thyroidni aktivity ve vodnim prostiedi je dibutyl ftalat, ktery je béznym
environmentalnim kontaminantem. Pouze studie Demaegdt a kol. z roku 2016 poskytuje
data z méteni anti-thyroidni aktivity dibutyl ftalatu a deoxynivalenolu ve stejném in vitro
testu. Tito autofi uvadéji pro anti-thyroidni aktivitu dibutyl ftalatu hodnotu 1Csg 150 pM
a pro deoxynivalenol hodnotu 0,33 uM, coz znamena, zZe dibutyl ftalat je 455x slabsi nez
deoxynivalenol. V Cing byla u vodnich toki podél feky Jang-c testovana anti-thyroidni
aktivita za pomoci reportérového genu s pouzitim CV-1 bunck. Testovano bylo 11
vodnich zdroju, ze kterych 3 vykazovaly anti-thyroidni aktivitu, ktera se pohybovala
Vv rozmezi hodnot 52-555 ug x It ekvivalentii dibutyl ftalatu (Shi a kol., 2011). Dal§imi
lokalitami v Cing, ve kterych byly zkoumény anti-thyroidni aktivity timto testem byly
feky Yangtze a Huaihe a jezero Taihu. Anti-thyroidni aktivita se vyskytovala Vv jezefe a
fekach v rozmezi 28-1600 pg x I ekvivalent dibutyl ftalatu. (Shi a kol., 2012). Na fece
Yangtze (zminéné vySe) bylo testovano 11 vzorki také pomoci reportérového genu
s pouzitim CV-1 bun¢k. Anti-thyroidni aktivita byla zjisténa v rozmezi 1600-6000 pg x
It ekvivalenttl dibutyl ftalatu. Z vysledkd této studie vyplyva, Ze procentuélni frekvence
pozitivni detekce anti-thyroidni aktivity byla 82 % (Hu a kol., 2013). V roce 2016
probihalo testovani lokalit z Ciny, které jsou zminéné vyse (feky Huaihe a Yangtze,
jezero Taihu). Anti-thyroidni aktivity se vyskytovaly v rozmezi hodnot 3,6-76 pg x It
ekvivalentu dibutyl ftalatu, z nichz nejvys$si hodnota byla namétena na fece Yangtze (Shi
a kol., 2016). Anti-thyroidni aktivita byla méfena ve vzorcich odpadni a povrchové
vody (odebranych aktivnim vzorkovanim — bodovym odbérem).

V této praci byla prokazéna anti-thyroidni aktivita z pasivnich vzorkovact typu
POCIS na 8-mi lokalitach, ale nebylo zjistovano jaka latka nebo latky tuto aktivitu ve
vzorcich z pasivnich vzorkovacii zplsobuji. V dalSich analyzdch by bylo moZné za
pouziti kombinace in vitro testi a chemické analyzy zjistit, jaké latky by anti-thyroidni
aktivitu mohly zptusobovat. Mezi latkami zodpovédnymi za anti-thyroidni aktivitu ve
vodnim prostfedi mohou byt latky, u kterych byla anti-thyroidni aktivita jiz prokazana.
Té&mi jsou napiiklad: enviromentélni polutanty: bisfenol AF (Sauer a kol., 2021), dibuty!
ftalat (Shi a kol., 2011), 4-nonylfenol, bisfenol A a amiodaron (Collet a kol., 2019).

Napfiiklad amiodaron hydrochlorid zpiisobil snizeni hladiny tyroxinu ve folikulech stitné
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zlazy v larvach dania pruhovaného (Danio rerio) po 3denni expozici (Raldua a Babin,
2009). Tato sloucenina byla vyhodnocena jako nejrizikovéjsi slouc¢enina ze 100 1éCiv,
které se vyskytuji v odpadni vodé z nemocnic (Escher a kol., 2011). Dal§imi anti-
thyroidnimi latkami jsou tetrabromobisfenol A, tetrachlorobisfenol A (Kitamura a kol.,
2002), které jsou pouzivany v pramyslu a existuje zde moznost, ze by se také mohly
dostavat do vodniho prostfedi. Mezi dalsi latky, které jsou pouzivané v pramyslu a
zpusobuji anti-thyroidni aktivitu patii cela fada ftalatd napiiklad: dibutyl ftalat, diizobutyl
ftalat, diethylhexyl ftalat, dimethyl ftalat, diethyl ftalat a dalsi (Shi a kol., 2016). Ftalaty
(neboli estery kyseliny ftalové) jsou pouzivané jako zmékcovadla plastti, jako ptisady do
insekticidi a kosmetiky (Boas a kol., 2006). U urcitych prumyslovych latek jako je
dibutyl ftalat a diethylhexyl ftalat bylo zjiSténo, jak velky podil maji na anti-thyroidni
aktivité ve vodnim prostfedi. Dibutyl ftalat ptispival k anti-thyroidni aktivité ptiblizné ze
17 az 144 % na dvou lokalitach v povrchové vodé v Ciné (Shi a kol., 2012), zatimco
diethylhexyl ftalat k anti-thyroidni aktivité ptispiva z necelého 1 % (Li a kol., 2010b).
Nicméné, anti-thyroidni aktivita byla v této bakalaiské praci nalezena také na urcitych
lokalitach bez ptredpokladaného vyrazného zatizeni primyslovymi a komunalnimi
odpadnimi vodami (lokality Otava a Sazava). Existuji také latky piirodniho ptivodu
s anti-thyroidni aktivitou, jako jsou mykotoxiny (deoxynivalenol, ochratoxin A, a-
zearalenol a 3-acetyl-deoxynivalenol) (Demaegdt a kol., 2016) a dosud nejsilng&jsi anti-
thyroidni latka T2 toxin (znamy také jako fusariotoxin) je také mykotoxinem (Collet a
kol., 2019). Mykotoxiny byvaji ¢asto analyzovany napiiklad v obilovinach a potravinach
Z nich ptipravenych, ale byly jiz detekovany 1 ve vodnim prostfedi. Napiiklad silny
antagonista thyroidniho receptoru deoxynivalenol se vyskytoval v povrchovych vodach
Svycarska v koncentracich az do 22 ng x I'* a jako zdroj zne&isténi byly zjistény splachy
ze zeméedélsky obdélavané piidy (Bucheli a kol., 2008). Doposud neexistuje Zadna studie
o potencidlu mykotoxini zpisobovat anti-thyroidni aktivity a je potfeba provést dalsi
vyzkum na toto téma.

Ze zjisténych informaci o koncentracich chemickych latek a jejich potencidlu
zpiisobovat anti-thyroidni aktivitu 1ze vypocitat, do jaké miry tyto chemické latky v téch
koncentracich, v nichZ jsou pfitomny pfispivaji k celkové anti-thyroidni aktivité ve
vzorku. Anti-thyroidni aktivita byla doposud nachazena ve vodnim prostiedi Castéji, nez
thyroidni aktivita (Hu a kol., 2013, Li a kol., 2010a, Shi a kol., 2012), coz mize byt

zpusobeno tim, ze je doposud zndmo jen velmi malo latek vykazujicich thyroidni aktivitu
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(Collet a kol., 2019; Gutleb a kol., 2005). Nicméné¢, jak thyroidni, tak anti-thyroidni
aktivita byla doposud analyzovana pouze ve vzorcich vody, které byly odebrany aktivnim
vzorkovanim (bodovy odbér), a tudiz tato bakalarska prace ptfinasi novou informaci, ze
anti-thyroidni aktivita mize byt ve vodnim prostiedi detekovana i pfi pouziti pasivniho
odbéru vzorkda.

Existuje systematicky piistup tzv. Adverse Outcome Pathways (AOPS) pomoci
néhoz lze popsané molekularni a bunétné udalosti, které jsou potiebné k vyvolani
toxického ucinku latky, identifikovat a dale se zaméfovat na studium dané popsané
signalni drahy (AOP), které vede ktoxickému ucinku (Ankley a kol., 2010).
V soucasnosti existuji AOP pro inhibici tyreoperoxidazy a iodothyronin deiodinazy I,
kdyZz dojde ke zméné€ hladiny thyroidnich hormonti, coz ma za nésledek poruchu
naplnovani plynového méchyte u Dania pruhovaného (Danio rerio) (Stinckens a kol.,
2016), ale zatim nebyla popsana zadna AOP pro antagonismus thyroidniho receptoru.

Vzhledem k nedostateénému probadani problematiky vyskytu (anti-)thyroidni
aktivity ve vodnim prostiedi, 1ze jen diskutovat o tom, jak mize tato aktivita a latky, které
ji zplsobuji ovlivilovat organismy ve vod¢. Dalo by se vSak predpokladat, ze
anti-thyroidni aktivita bude mit negativni vliv, protoZe antagonisticka aktivita blokuje
piirozenou hormonalni funkci a tim muaze zpisobovat zna¢né riziko pro zivo¢ichy vazané
na vodni prostfedi. Anti-thyroidni aktivitou muze byt naruSena signalni osa
hypothalamus-hypofyza-stitna Zlaza zablokovanim vazebnych mist na receptoru, kam by
se mé¢ly vazat hormony §titné Zlazy a tim by mohlo potencialné byt zabranéno spravnému
fungovani hormont stitné Zlazy, které jsou nezbytné naptiklad pro: vyvoj mozku (Trojan
a kol., 2003), remodelaci kosti a srde¢ni funkci (Brent, 2012). Celkové je problematika
endokrinnich drah, protoze chemikélie narusuji signalizaci §titné Zlazy n€kolika raznymi
mechanismy, nejen pies interakci s thyroidnim receptorem (Capen a Martin, 1989; Capen,
1997; DeVito a kol., 1999; Hurley, 1998).

V nékolika studiich bylo zkoumano, jaky vliv miize mit na ryby podavani tyroxinu.
Ukézalo se, Ze pfi podavani nizkych koncentraci miiZze tyroxin urychlovat rist ryb,
protoZe z hypofyzy uvoliiuje riistovy hormon (Higgs a kol., 1982, 1992), a naopak vysoké
koncentrace mohou zpuisobovat inhibici ristu nebo i smrt (Srivastava a kol., 2013). Na

toto téma bychom mohli spekulovat o tom, jaky u¢inek na ryby by mohl mit nedostatek
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tyroxinu. S nejvétsi pravdépodobnosti by nedostate¢né mnozstvi tyroxinu mohlo u ryb

zpusobovat minimaln¢ pomalejsi rust.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo provedeni prvniho monitoringu vyskytu (anti-)thyroidnich
aktivit pomoci in vitro testi v extraktech z pasivnich vzorkovaci typu POCIS, které byly
uloZzeny v povrchovych vodach na uzemi Ceské republiky, a identifikovani rizikovych
lokalit vyskytu (anti-)thyroidnich aktivit.

V této praci bylo provedeno analyzovani thyroidnich a anti-thyroidnich aktivit za
pomoci in vitro biotestt TRB-CALUX (pro thyroidni aktivitu) a anti-TRB-CALUX (pro
anti-thyroidni aktivitu) v povrchovych vodach. Thyroidni aktivita se Vv povrchovych
vodach z Ceské republiky nevyskytovala na zadné z lokalit. Anti-thyroidni aktivita se
v povrchovych vodich pohybovala Vv koncentracich 89-310 pg x I?' ekvivalentd
deoxynivalenolu. Tato aktivita byla kvantifikovana u 38 % vzorkd. V ramci této prace
doslo k odhaleni 8-mi lokalit v povrchovych vodach na tizemi Ceské republiky
s vyskytem anti-thyroidni aktivity. Nejvice zatizenou lokalitou je feka Bilina, ve které
byla zjisténa nejvyssi anti-thyroidni aktivita.

Dale bylo v této praci provedeno testovani (anti-)thyroidnich aktivit v povrchovych
vodach ve staté¢ Texas (USA) s vyuzitim pasivnich vzorkovaci typu POCIS. Thyroidni

ani anti-thyroidni aktivita nebyla nalezena v zadném vzorku.

Doposud nebylo provedeno dostateéné mnozstvi studii sledujici tyto aktivity ve
vodnim prostfedi a jejich dopad na vodni organismy (konkrétné interakce s thyroidnim
receptorem vedouci k negativnim G¢inkdm in vivo) zatim studovan nebyl, aby bylo
mozné S jistotou konstatovat, jaky je jejich vysledny vliv.

Poznatky zjisténé v této bakalaiské praci mohou byt vychozim bodem pro dalsi
ptipadny vyzkum rizik spojenych s vyskytem anti-thyroidni aktivity ve vodnim prostiedi.
Dale 1ze ptedpokladat, Ze lokalit zatizenych anti-thyroidni aktivitou muze byt vice, a to i
v ramci mensich vodnich tokii. Dalsi vyzkum by mohl byt zaméteny na odhalovani latek,

které mohou byt za anti-thyroidni aktivitu na danych lokalitach zodpovédné.
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8 Abstrakt

Xenobiotika vyskytujici se ve vodnim prostiedi mohou mit hormonalni aktivitu, a
tudiz potencial naruSovat endokrinni systém a piedstavovat tak riziko pro vodni
organismy. Cilem této prace bylo provést prvni monitoring vyskytu (anti-)thyroidnich
aktivit ve vzorcich z povrchovych vod v Ceské republice a nasledné identifikovat
rizikové lokality vyskytu (anti-)thyroidni aktivity.

Vzorky byly odebrany za pomoci pasivnich vzorkovact typu POCIS z 21 lokalit na
17-ti fekach v Ceské republice. Detekce (anti-)thyroidnich aktivit byla provedena za
pomoci (anti-)TRB-CALUX in vitro biotestu, v némz byly bunky vystaveny referencnim
latkdm a fad¢ fedéni extraktl z pasivnich vzorkovacu. Jako referencni latka pro thyroidni
aktivitu byl pouzit trijodthyronin a pro anti-thyroidni aktivitu byl pouzit deoxynivalenol.

Thyroidni aktivita nebyla nalezena na zadné ze sledovanych lokalit. Anti-thyroidni
aktivita byla zjisténa u 38 % testovanych vzorkl a naméfené aktivity se pohybovaly v
rozmezi 89-310 pg x It ekvivalenti deoxynivalenolu. V této praci bylo odhaleno 8 lokalit
s anti-thyroidni aktivitou v povrchovych vodach Ceské republiky. Nejsilngjsi
anti-thyroidni aktivity byly zjistény na fekach Bilina, Odra a Svratka.

V této praci byly také testovany vzorky ze statu Texas (USA). Vzorky byly odebrany
za pomoci pasivnich vzorkovaca typu POCIS z 12 lokalit na 4 fekach. Thyroidni ani anti-
thyroidni aktivity nebyly nalezeny.

Dalsi vyzkum by mél byt zaméten na identifikaci latek zodpovédnych za tyto zjisténé
anti-thyroidni aktivity v povrchovych vodach v Ceské republice a na vyhodnoceni
ptipadného rizika, které mohou latky zpUsobujici tyto aktivity pro vodni organismy

piedstavovat.

Klicova slova: CALUX, in vitro, thyroidni aktivita, anti-thyroidni aktivita, POCIS
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9 Abstract

Xenobiotics present in the aquatic environment can exhibit hormonal activity and
thus they have potential to disrupt endocrine system of aquatic organisms. The aim of this
study was to perform the first monitoring of the occurrence of (anti-)thyroid activity in
samples from surface waters from the Czech Republic and subsequently identify potential
hot-spots of the occurrence of (anti-)thyroid activity.

Samples were taken using passive samplers of the POCIS type from 21 localities in
17 rivers from the Czech Republic. Detection of (anti-)thyroid activity was performed
using the (anti-)TRB-CALUX in vitro bioassay in which cells were exposed to reference
substances and dilutions of extracts from passive samplers. Triiodothyronine was used as
reference compound for thyroid activity, while deoxynivalenol was used as reference
compound for anti-thyroid activity.

Thyroid activity was not found in any of the surface water samples. Anti-thyroid
activity was found in 38 % of the tested samples and ranged from 89 to 310 pg x I
equivalents of deoxynivalenol. In this study, eight localities with anti-thyroid activity
were identified in surface waters of the Czech Republic. The strongest anti-thyroid
activities were found in the rivers Bilina, Odra a Svratka.

In addition, samples from Texas (USA) were tested in this study. Samples were
collected using passive samplers of the POCIS type from 12 localities in 4 rivers from
Texas. Neither thyroid nor anti-thyroid activity was found in any of the surface water
samples.

Further research is needed to determine the compounds responsible for the detected
anti-thyroid activities in Czech surface waters and to assess potential risk that the

compounds responsible for these activities may pose to aquatic organisms.

Keywords: CALUX, in vitro, thyroid activity, anti-thyroid activity, POCIS
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